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家 蛋 转 基因 技术 中 才干 因素 对 转基因 
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摘要 : 建立 高 效 、 稳 定 的 家 看 Bombyx mori 转基因 技术 对 于 推进 家 看 功能 基因 组 研究 , 解决 看 丝 产业 重大 问题 以 及 向 
非 绢 丝 产 业 拓 展 等 具有 重要 意义 。 本 文 在 已 建立 的 基于 piggyBac 的 家 看 转基因 技术 基础 上 , 探索 了 多 个 影响 转基因 
效率 的 因素 。 结 果 显示 :以 家 和 蛋品 种 大 造 (P50) 为 供 试 材料 、pBacl GOI] 为 供 体质 粒 、pHA4PIG 为 辅助 质粒 ,以 眼睛 
和 神经 组 织 特异 局 动 子 3 x p3 局 动 的 红色 奖 光 生日 基因 DsRed 为 报告 基因 , 在 看 卵 产 下 后 2 ~3 h 进行 注射 ,综合 效 
AA, 孵化 率 和 转化 率 分 别 达到 62.7% 和 34.8% ; 突 光 第 选 的 最 佳 时 期 在 胚胎 发 育 第 5 到 第 8 天 ;在 2 000 ~8 000 
bp 之 间 时 , 外 源 片 段 的 长 度 对 转化 率 并 无 太 大 影响 。 本 研究 建立 的 技术 体系 , 有 望 为 家 看 功能 基因 研究 、 品 种 分 子 
改 恨 和 家 看 生 物 反应 带 的 开发 英 定 基础 , 并 为 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 转基因 技术 的 建立 提供 参考 。 
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Effect of several factors on the transformation efficiency in the transgenic 


technology of silkworm, Bombyx mori 

MA San-Yuan, XU Han-Fu, DUAN Jian-Ping, ZHAO Ai-Chun, ZHANG Mei-Rong, XIA Qing-You ' ( Key 
Sericultural Laboratory of the Ministry of Agriculture, Institute of Sericulture and Systems Biology, 
Southwest University, Chongqing 400716, China) 

Abstract: Efficient transgenic technology of silkworm is the key to promote the functional research of 
silkworm genome, and to solve the major problems in the sericulture industry. On the basis of the 
established transgenic technology in silkworm, we investigated the effect of several factors on transformation 
efficiency. The results showed that when taking P50 as a recipient strain, pBac| GOI] as a donor plasmid 
and pHAAPIG as a helper plasmid, and red fluorescent protein gene, DsRed, driven by an eye-specific 
promoter, 3 x p3, as a reporter gene, microinjection into the eggs during 2 —3 h after oviposition increased 
the transformation efficiency. The hatching rate of injected eggs and the transformation rate were 62. 7% 
and 34.8% , respectively. The best time for fluorescent screening was the 5th to 8th day of embryo. The 
results also showed that when varied from 2 000 to 8 000 bp the length of inserts had no significant effect on 
transformation rate. The results will set a model for transgensis of other lepidopteran insects and will 
contribute to the functional genomics study of the silkworm and the development of molecular bioreactors 
involved. 
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Kir Bombyx mori 是 迄今 人 类 完全 驯化 并 得 以 N, 昆虫 变态 发 育 和 微生物 抵抗 性 的 典型 特征 VI 
充分 利用 的 唯一 昆虫 种 类 。 家 看 不 仅 在 绢 丝 产 业 领 。 及 作为 寒食 性 昆虫 代表 , 可 研究 昆虫 与 植物 和 病原 
RIDER, 而 且 由 于 其 具有 遗传 背景 清楚 , 遗传 。 微生物 之 间 复 杂 的 相互 作用 等 特点 , 使 其 成 为 研究 
资源 丰富 , 丝 重 日 合成 分泌 及 修饰 加 工 的 高 效能 。 鳞 计 日 昆虫 的 重要 模式 生物 。 家 看 还 在 昆虫 工厂 、 
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生物 医药 、 农 林 害 虫 防 治 等 非 绢 丝 产 业 领 域 也 显示 
出 广阔 的 开发 前 景 。 

模式 生物 研究 的 诸多 进展 表明 ,以 转基因 技术 
为 核心 的 遗传 转化 工具 在 各 种 模式 生物 的 功能 基 
研究 中 发 挥 了 极其 重要 的 作用 。 高 效 、 稳 定 的 转 基 
因 技 术 已 成 为 开展 模式 生物 研究 的 必 备 技术 之 一 。 
家 和 蛋 转 基因 技术 在 实现 特定 基因 功能 的 丧失 或 获得 
以 及 开发 新 型 遗传 素材 和 生物 反应 器 等 方面 有 着 其 
他 技术 难以 比拟 的 优势 。 特 别 是 目 家 看 基因 组 计划 
成 功 实施 以 来 (Xia et al., 2004) , 家 看 转基因 技术 
的 研究 更 是 受到 国内 外 本 领域 研究 人 员 的 高 度 关 
ik, 并 在 前 期 探索 的 基础 上 , 就 电容 和 孔 、 基 因 枪 、 精 
子 介 导 、 同 源 重 组 、 显 微 注射 以 及 病毒 介 导 等 方法 进 
行 了 研究 (Tatuma et al., 2000; 35 25 YES, 2001; 
Guo et al., 2004) , 其 中 最 为 著名 的 当 推 利用 粉 纹 夜 
峨 Trichoplusia ni 的 piggyBac HERT TERKA- 
期 胚胎 显 微 注射 技术 (Tatuma et al., 2000), 在 此 
基础 上 , 国内 外 人 研究 人 员 先 后 报道 了 家 看 转基因 的 
成 功 及 其 在 功能 基因 研究 和 生物 反应 兹 方面 的 应 用 
(Thomas et al., 2002 ; Imamura et al., 2003 ; Ogawa et 
al., 2007 ; Sakudoh et al., 2007 ; Zhong et al., 2007) , 
该 方法 具有 相对 高 效 、 转 基因 后 代 稳 定 遗 传 等 优点 ， 
已 成 为 目前 获得 转基因 看 的 主要 技术 。 

近年 来 , 尽管 这 种 基于 piggyBac 的 显 微 注射 早 
期 胚胎 的 转基因 家 看 技术 取得 了 较 大 进展 , 但 从 实 
际 应 用 情况 来 看 ,该 技术 的 转化 效率 与 采 蝇 等 模式 
生物 的 转基因 效率 相 比 还 有 一 定 差 距 ( Li et al., 
2005) , 因此 从 技术 层面 尚 有 很 大 的 优化 提升 空间 ; 
MH, 从 家 看 转基因 技术 应 用 的 现实 要 求 出 发 , 进 
一 步 提高 家 看 转基因 的 效率 也 非常 必要 。 本 文 针对 
可 能 影响 家 看 转基因 效率 的 各 个 关键 环 廊 , 主要 包 
括 看 品种 、 质 粒 载 体 上 骨架、 显 微 注射 时 间 、 痰 光 筛 选 
时 间 、 奖 光标 记 的 类 型 等 , 进行 了 不 同 条 件 下 的 技 
术 优 化 和 比较 , 旨 在 提高 家 看 转基因 效率 ,为 该 领 
域 的 研究 与 应 用 提供 有 用 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 家 每 品种 

实验 用 家 看 品种 NA C Nistari ) 和 大 造 (P50 ) 35 H 
西南 大 学 家 看 基因 资源 库 保 存 ，871( 原 种 )、 秋 让 
RPR) RUE. -: 波 ( 双 交 原 种 ) 由 四 川 省 南充 盔 种 场 
提供 。 幼 虫 在 23 立 、 相对 湿度 7596 的 环境 下 采用 又 
叶 或 人 工人 饲料 (Izumi-Ku，Yokohama ,日 本 ) 饲 养 。 


1.2. 质粒 载体 

本 研究 所 用 的 piggyBac 供 体 质粒 pBac[ GOI] 
和 pXL-Bac II | GOI] (GOI B} genes of interest ,下 同 ) 
均 由 本 室 构建 或 改造 , 编号 如 表 1 所 示 。 辅 助 质 粒 
pHA3PIG 为 日 本 看 业 和 昆 忠 科学 研究 所 Tamura 
Toshiki 教授 惠 赠 ，pHA4PIG 为 本 室 构建 。 注 射 用 
质粒 DNA 采用 Introgen 试剂 盒 ( 大 连 生 工 ) 抽 提 。 
1.3 胚胎 制备 与 显 微 注射 

将 交配 后 的 肉 蛾 投放 于 上 浆 的 看 连 纸 上 , 使 其 
在 黑暗 的 环境 中 产 卵 。 其 中 , KEMENER 
低温 催 青 解除 入 育 ,871、 秋 丰 和 丰 ' 波 所 产 看 卵 为 
当代 早期 浸 酸 解除 沛 育 。 每 间隔 0.5 h 收集 一 次 看 
卵 并 将 其 整齐 排列 于 载 玻 片 上 (大 约 100 EAR), 
经 35% ~37% 的 甲醛 蒸气 消毒 5 min 后 用 显 微 注射 
仪 (Eppendorf, 德国 ) 进行 注射 ,注射 操作 均 在 看 卵 
产 下 后 60 ~ 220 min 期 间 完 成 。 注 射 质粒 按 供 体质 
Tu: 辅助 质粒 = 1: 1( 物质 的 量 之 比 ) 混 合 至 终 浓度 
为 400 ng/L, 每 粒 乔 卵 注射 10 ~15 nL。 注 射 后 立 
BI FHZG SER ZK (Instant Strong Glue Mini, 日 本 ) 封 闭 
注射 孔 , APERAR, aT 257€ GEDUI 
湿度 8590 U EWR TERERAA, AIP 
化 后 按 注射 载体 种 类 分 区 饲养 。 
1.4 WHIKA 

将 G0 代 的 看 蛾 采用 上 自 交 或 回 交 制 种 ,获得 的 
G1 代 看 卵 、 幼 忠 、 肾 或 蛾 在 宏观 体 视 灭 光 显 微 镜 
(Olypus MVXIO, 日 本 ) 下 检测 five h EKI EE 
基因 阳性 个 体 , 并 以 蛾 圈 为 单位 进行 单独 饲育 。 
1.5 数据 分 析 

注射 时 间 REACH E DRE RI YR T,, 注射 操作 
完成 时 间 为 T,, Bis E EIES T, = 
T, -T,, 每 个 载体 的 注射 时 间 (7,) 等 于 该 载体 所 有 
注射 单位 (一 张 载 玻 片 为 一 个 注射 单位 ) 开 的 加 权 
平均 数 。 

孵化 率 : 每 张 载 玻 卢 的 实际 注射 卵 粒 数 为 W , TEE 
化 数 ( 按 空 卵 帝 数 统计 ) AN Nn, KRK A HIE DI 
X H, = N/N, x100% ,每 个 注射 载体 的 旷 化 率 
(也 ) 等 于 该 载体 所 有 注射 单位 也 的 加 权 平 均 数 。 

转化 率 :G0 代 看 蛾 采用 区 内 目 交 或 回 交 制 种 ， 
产 下 G1 代 看 卵 的 总 蛾 圈 数 为 B, ， 租 选 出 阳性 个 体 
的 阳性 蛾 圈 数 为 B, ,每 个 注射 载体 的 转化 率 F, = 
B,/B, x100% 。 

统计 不 同 供 体 质粒 、 辅 助 质粒 、 插 入 片段 长 度 、 
家 泰 品种 以 及 痰 光标 记 的 转化 率 , 并 以 20 min 为 一 
个 时 间 段 , 统计 不 同 注 射 时 间 的 孵化 率 和 转化 率 。 
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其 中 , 8 585 AREE BB BU SEI 28 RF APTE] 
时 间 与 孵化 率 的 关系 ;6 542 MAREA YA 13 870 
PE N4 看 卵 的 注射 结果 用 于 分 析 注 射 时 间 与 转化 率 
的 关系 ;不 同 品种 的 孵化 率 与 转化 率 的 比较 则 分 别 
使 用 了 N4 、 大造 .871、 秋 丰 和 大 ' 波 的 注射 结果 ， 
注射 春 卵 数 分 别 为 13 623, 6 542, 869, 1 041 和 
2 519 粒 。 上 述 数 据 统 计 与 分 析 均 在 Excel 2003 中 
完成 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 显 微 注射 及 转基因 等 的 获得 

将 构建 或 改造 后 的 34 个 piggyBac 表达 载体 与 
辅助 质粒 (pHA3PIG 或 pHAAPIG ) 等 量 混合 后 分 别 
注射 N4 871 AE GEURISS. - 波 的 早期 胚胎 , 在 
G1 代 的 卵 期 或 者 幼虫 期 进行 严 光 检测 。 实 验 结 采 
共 筛 选 出 3 790 头 阳 性 个 体 , 建立 了 32 个 稳定 的 转 
基因 系统 ( 表 1). ik By BB IE ES 
19.8% , 平均 转化 率 达 28.796, 与 已 有 的 报道 ( 转 
化 率 平均 为 5.8% ) 48 EG, 本 实验 的 转基因 效率 较 
高 。 转 基因 家 春 不 同时 期 的 严 光 检测 结果 参见 下 文 
图 7。 
2.2 不 同 条 件 下 家 看 转基因 效率 的 比较 分 析 
2.2.1 不 同 注射 时 间 对 财 化 率 的 影响 :注射 后 , A 
卵 能 够 正常 发 育 是 家 和 春 转 基因 成 功 的 首要 前 提 。 由 
于 胚胎 制备 所 需 时 间 和 有 效 转 座 发 生 的 时 间 本 和 喘 也 
难以 准确 界定 , 我们 便 以 精 卵 结合 ( 约 产 卵 后 
120 min) 时 间 为 中 心 点 ， 调 查 了 产 卵 后 60 ~ 
220 min 内 注射 操作 对 看 卵 膊 化 率 的 影响 (图 1)。 
从 图 1 中 可 以 看 出 , 从 60 ~ 80 min 的 37.4% 到 200 
~220 min 的 76.0% , 县 化 率 随 注射 时 间 的 延 后 而 
呈 上 升 趋势 , gonibSPPRTEBJSS US BÉ AN IR] E PI 
胚胎 的 发 育 而 逐渐 减弱 。 
2.2.2 不 同 piggyBac 供 体 质粒 的 转化 率 :目前 家 
蛋 转 基因 所 使 用 的 piggyBac 转 座 载体 (两 臂 分 别 为 
1 050 和 674 bp, LJ pBac| GOI| 表 示 )( 图 2: A) 均 
与 Tamura 等 (2000) 所 使 用 的 载体 骨架 相同 。 但 在 
黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 等 物种 中 的 人 研究 结 
果 显 示 , 采用 两 壁 组合 更 短 的 piggyBac 转 座 载体 
(两 臂 分 别 为 235 和 311 bp, 以 pXL-Bac I | GOI] Æ 
zN) (图 2: A) 能 产生 更 高 的 转 座 效率 (Li et al., 
2005) 。 本 文 分 别 以 上 述 两 种 载体 为 骨架 构建 了 13 
和 8 个 转基因 载体 , 分别 与 pHA3PIG 等 量 混合 后 


注入 17 186 和 10 684 X; NA BJ ABB, Miu I 
1 002 和 0 3E $E XE], eR Ag US 27. 196 和 
0.0% (图 2: B)。 结 果 表 明 , pXL-Bac II | GOI | TEZX 
看 中 不 具有 或 者 具有 极 低 的 转 座 效率 ,而 pBac 
| COI] 在 家 竺 中 可 以 介 时 较为 高 效 的 转 座 事件 。 
2.2.3 不 同 辅助 质粒 的 转化 率 : 注 射 看 卵 中 转 座 酶 
的 类 型 及 其 表达 和 分 布 情 况 决 定 了 转 座 是 否 发 生 、 
何 时 发 生 和 在 何 位 置 发 生 , 故 辅助 质粒 的 启动 子 特 
征 对 转基因 的 效率 可 能 有 显著 影响 。 为 了 寻找 在 看 
卵 内 启动 能 力 更 强 、 作 用 更 为 广 谱 、 有 助 于 提高 转 座 
效率 的 启动 子 , 本 文 以 NA 为 材料 ,比较 了 以 家 看 
肌 动 蛋白 A3 和 A4 为 启动 子 的 两 种 辅助 质粒 
pHA3PIG 和 pHA4PIG ( Tamura et al., 2000; 5K X 
等 , 2007) (图 3: A) 介 导 的 转基因 效率 。 结 果 显 
示 : PHA4PIG 介 导 的 转基因 效率 为 31. 096, Tfj 
pHA3PIC 为 24. 696 , 前 者 略 高 于 后 者 (图 3: B). 
提示 , 尽管 A3 和 A4 启动 子 在 在 卵 中 都 能 启动 转 座 
酶 表达 并 诱导 转 座 , 但 二 者 之 间 的 启动 活性 可 能 有 
所 区 别 。 

2.2.4 不 同 注射 时 间 对 转化 率 的 影响 :在 发 生 有 效 
转 座 的 时 间 段 内 ， 转 座 事件 发 生 的 部 位 ` 频率 和 次 
数 决 定 了 阳性 蛾 圈 率 的 高 低 以 及 阳性 个 体 数 的 多 
少 。 家 看 胚胎 系 先行 核 分 裂 发 育 ， 当 日 仅 当 转 座 事 
件 发 生 在 生殖 极 的 原始 生殖 细胞 时 才能 产生 可 稳定 
遗传 的 转基因 个 体 , 故 显 微 注射 时 间 对 家 大 转基因 
效率 有 着 重要 影响 。 考 虑 到 大 造 产 卵 快 而 NA 产 卵 
较 慢 的 特性 , 我 们 对 前 者 在 产 卵 后 80 - 180 min 的 
时 间 内 进行 注射 ,而 对 N4 是 在 产后 120 -220 min 
内 进行 注射 。 结 果 显 示 : 在 上 述 时 间 段 内 ， 转 化 率 
随 注 射 时 间 的 延 后 而 总 体 上 呈 下 降 趋 势 ; 大 造 的 转 
化 率 在 140 ~ 160 min 的 时 间 段 最 高 N4 在 120 ~ 
140 min 时 间 段 的 转化 率 较 之 后 的 时 间 段 略 高 ,此 
后 随 注射 时 间 的 延 色 而 降低 (图 4) 。 结 果 暗示 ,不 
同 家 看 品种 的 最 佳 转 座 时 间 可 能 存在 一 定 的 差异 。 
2.2.5 不 同 载体 长 度 对 转化 率 的 影响 :以 转 座 子 为 
介 导 的 转基因 效率 ,同时 还 受 转 座 载体 承载 的 外 源 
片段 长 度 的 影响 。 为 了 调查 外 源 片 段 长 度 对 
piggyBac 介 导 的 转 座 效率 的 影响 , 我 们 将 不 同 长 度 
的 外 源 片 段 插入 到 pBac[ GOI |] 载体 中 , 各 表达 载体 
与 辅助 质粒 pHA3PIG 等 量 混合 后 进行 显 微 注 射 ( 表 
1) 。 结 果 表 明 : 当 外 源 片 段 长 度 在 2 000 ~8 000 bp 
之 间 时 , 外 源 片段 的 长 度 对 转化 率 并 无 太 大 影响 , HL 
转化 率 大 都 集中 在 20.0% ~40.0% 之 间 ( 图 5)。 
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A1 显 微 注射 结果 


Table 1 Microinjection of piggyBac-derived vectors in silkworm embryos 


yr 
MANEK u 、， ,注射 卵 粒 数 孵化 数 ( 率 ") 检测 蛾 圈 数 ”阳性 蛾 圈 数 ”阳性 个 体 数 
注射 载体 名 称 RE Length PRO SIBUSOM Number Number of Number of (3X*)Number of Number of 
of inserted Silkworm Helper 
Name of injected vectors of eggs hatched eggs screened positive broods positive 
fragments strains plasmids 
(bp) injected ^ (Percentage) broods ( Percentage) ^ individuals 
pXL-Bae[ A4DsRed | 3 200 N4 pHA3PIG 4 805 1 068 (22% ) 225 0(0%) 0 
pXL-Bac[ E01?-3 x p3” DsRed ] 2 900 N4 pHA3PIG 1 542 49(3% ) 20 0(0%) 0 
pXL-Bac| E02-3 x p3DsRed" | 2 900 N4 pHA3PIG 216 7(3% ) 4 0(0%) 0 
pXL-Bac| E03-3 x p3DsRed | 2 900 NA pHA3PIG 154 1(1%) 1 0(0%) 0 
pXL-Bac| E04-3 x p3DsRed | 2 900 N4 pHA3PIG 1 000 380 (38% ) 0 0(0%) 0 
pXL-Bac[ E05-3 x p3EGFP | 2 900 NA pHA3PIG 797 65(8% ) 34 0(0%) 0 
pXL-Bac| E06-3 x p3DsRed | 2 900 N4 pHA3PIG 728 103 (14% ) 41 0(0%) 0 
pXL-Bac[ E07-3 x p3EGFP | 2 900 N4 pHA3PIG 2 984 1 226 (41% ) 0 0(0%) 0 
pBac| 3 x p3 EGFP" | 2 860 N4 pHAAPIG 753 138(18% ) 42 13(31906 ) 163 
pBac[ 3 x p3EGFP | 2 860 N4 pHA3PIG 1 388 60(4% ) 21 1(5% ) 1 
pBac[ A3EGFP | 4 480 NA pHA3PIG 1 267 111(9% ) 42 3 (7%) 10 
pBac[ E08-3 x p3DsRed | 5 100 N4 pHA3PIG 1 021 164(16% ) 42 13 (31% ) 90 
pBac[ E09-3 x p3EGFP | 4 100 NA pHA3PIG 2779 120(43% ) 44 13(3096 ) 116 
pBac| E10-3 x p3DsRed | 4 220 NA pHA3PIG 478 38(8% ) 5 4(80% ) 23 
pBac| E11-3 x p3DsRed | 4 220 NA pHA3PIG 766 225 (29% ) 62 20(32% ) 177 
pBac| E12-3 x p3DsRed | 4 232 N4 pHA3PIG 1 367 158(12% ) 50 7 (1496) 35 
pBac| E13-3 x p3DsRed | 6 970 N4 pHA3PIG 708 170 (24% ) 49 21 (43% ) 236 
pBac[ E14-3 x p3DsRed ] 5 670 N4 pHA3PIG 400 41 (10% ) 25 4 (16% ) 23 
pBac[ E15-3 x p3DsRed | 5 235 N4 pHA3PIG 697 293 (42% ) 25 7(28% ) 98 
pBac[ E16-3 x p3DsRed | 4 797 NA pHA3PIG 1 146 157(14406 ) 30 8(2790) 41 
pBac| E17-3 x p3EGFP | 5 464 NA pHA3PIG 1 261 366 (2990 ) 35 7 (2096) 124 
pBac| E18-3 x p3DsRed | 4 230 N4 pHA3PIG 2 092 82 (4% ) 25 4 (16% ) 28 
pBac[ E19-3 x p3DsRed | 4 716 大 造 PS0 pHA3PIG 496 195 (39% ) 30 11(37% ) 193 
pBac[ E20-3 x p3EGFP] 4 854 大 造 P50 pHA3PIG 512 250(49% ) 25 8(32% ) 54 
pBac| E21-3 x p3EGFP | 5 190 大 造 PS0 pHA3PIG 304 143 (47% ) 28 10 (36% ) 56 
pBac[ E15-3 x p3DsRed | 5 235 大 造 PS0 pHA3PIG 449 293 (65% ) 24 9(38% ) 72 
pBac[ E16-3 x p3DsRed | 4 797 大 造 PS0 pHA3PIG 477 252(53% ) 48 15(31% ) 85 
pBac| E22-3 x p3DsRed | 7 336 大 造 P50 pHA3PIG 503 221(44% ) 23 11(48906) 113 
pBac| E23-3 x p3EGFP | 4 780 大 造 PS0 pHA3PIG 617 454 (7440 ) 51 12(24% ) 44 
pBac| E24-3 x p3EGFP | 4 780 大 造 PS0 pHA3PIG 623 450(72% ) 23 13(57906 ) 102 
pBac| E25-3 x p3EGFP | 4 798 大 造 PS0 pHA3PIG 654 287 (44% ) 29 12(41% ) 67 
pBac| E17-3 x p3EGFP | 5 464 大 造 PS0 pHA3PIG 290 145(50906 ) 42 12(2990 ) 195 
pBac| E26-3 x p3EGFP | 4 597 大 造 PS0 pHA3PIG 651 506(78% ) 64 29 (45906) 316 
pBac| E27-3 x p3EGFP | 4 775 大 造 PS0 pHA3PIG 966 698 (72906 ) 91 28 (31% ) 159 
pBae[ E28-3 x p3DsRed | 10 000 秋 丰 Qiufeng pHA4PIG 529 95 (18406 ) 22 1(596) 51 
pBac| E29-3 x p3DsRed | 5 670 kÆ Qiufeng pHA4PIG 512 61(1290 ) 2 1(50% ) 1 
pBac| E30-3 x p3EGFP | 4 248 871 pHA3PIG 428 152(36% ) 30 6(20% ) 84 
pBac| E31-3 x p3DsRed | 5 670 871 pHAAPIG 441 40(9% ) 5 1(2096) 10 
pBac| E29-3 x p3DsRed | 5 670 zB . iX Bibo pHA4PIG 1 019 18(2% ) 23 1(4% ) 3 
pBac[ E14-3 x p3DsRed ] 5 670 zB . iX Bibo pHA3PIG 1 500 73(596) 16 3(1990 ) 18 





a; E01 ~ E30 ， 表 示 不 同 的 外 源 基 因 Serial numbers of foreign genes; b: 3 xp3 ， 人 工 合成 的 局 动 子 An artificial promoter; e; EGFP 和 DsRed 分 别 
为 增强 型 绿色 荧光 和 蛋白 和 红色 荧光 蛋白 EGFP and DsRed represent enhanced green and red fluorescent protein, respectively; d; 孵化 率 = (孵化 数 / 
注射 总 粒 数 ) x100% Hatching rate = ( number of hatched) ) ( number of injected) x100% ; e; 阳性 蛾 圈 率 = ( 阳性 蛾 圈 数 /检测 蛾 圈 数 ) x100% 


Transformation rate = ( number of positive broods) / ( number of screened broods) x 10096. 
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图 1 不 同 注册 时 间 处 理 的 家 看 卵 胰 化 率 


Fig. 1 Hatching rate of Bombyx mori eggs in treatments of different microinjection time 
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图 2 不 同 piggyBac 供 体 质粒 载体 的 转化 率 


Fig. 2 Transformation rate of different piggyBac-derived donor plasmids 
A: 两 种 供 体 质粒 结构 示意 图 A schematic diagram of two donor plasmids; B: 两 种 供 体 质粒 的 转化 率 The transformation efficiency of the two donor 


plasmids. 
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图 3 不 同 辅助 质粒 载体 的 转化 率 
Fig. 3 Transformation rate from different helper plasmids 
A: 两 种 辅助 质粒 结构 示意 图 A schematic diagram of two helper plasmids; B: 两 种 辅助 质粒 的 转化 率 The transformation efficiency of the two helper 
plasmids. 注射 品种 为 N4, 其 中 pHA4PIG 注射 了 1 个 载体 , pHA3PIG 注射 13 个 载体 。The silkworm strain is N4; 1 and 13 donor plasmids were co- 
injected with pHA4PIG and pHA3PIG, respectively. 
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图 4 不 同 注射 时 间 处 理 的 家 蛋 转 化 率 


Fig. 4 Transformation rate of Bombyx mori eggs in 


treatments of different microinjection time 
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图 5 不 同 长 度 插入 片段 的 转化 率 
Fig. 5 Transformation rate responding to the 


length of inserted fragments 


2.2.6 不 同 注射 看 品 种 的 孵化 率 与 转化 率 比 较 : 不 
同 的 看 品种 由 于 在 基因 组 结构 上 的 微小 差异 以 及 不 
同 地 理 环境 和 饲养 条 件 下 的 长 期 驯化 , 其 后 代 乔 卵 
已 在 构造 或 对 外 界 条 件 的 适应 性 等 方面 产生 了 较 大 
差异 , 因而 有 必要 比较 不 同 的 看 品种 在 转基因 操作 
的 效率 上 是 否 存 在 差异 。 本 文 以 多 化 性 看 品种 N4 
为 对 照 ， 比较 了 二 化 性 涉 育 蛋品 种 大 造 .871、 秋 不、 
A - 波 的 孵化 率 与 转化 率 。 结 果 发 现 : 不 同 乔 品 种 
间 孵 化 率 和 转化 率 的 差异 较为 明显 ,其 中 华 系 和 蛋品 
种 871、 秋 让 的 孵化 率 和 转化 率 与 对 照 基本 相近 ,而 
HRALA m o 波 的 鳃 化 率 和 转化 率 均 明显 低 
于 对 照 , 国际 通用 实验 用 种 大 造 ( 华 系 纯 种 ) 的 孵化 
率 和 转化 率 则 均 高 于 其 他 品种 (图 6) 。 

2.2.7 不 同 交 光 检测 时 间 对 转基因 效率 的 影响 : 目 
前 已 有 报道 中 , 家 看 转基因 阳性 个 体 的 筛选 标记 多 
采用 由 广 谱 性 ( 如 A3 ) 或 特异 启动 子 ( 如 3 xp3) 局 
动 的 荧光 标记 基因 。 然 而 , 强烈 的 紫外 线 照 射 容 易 
伤害 甚至 直接 杀 死 尚 在 发 育 中 的 胚胎 或 刚 贱 化 的 幼 
虫 。 因 此 , 根据 启动 子 的 特征 并 结合 家 看 在 不 同 发 
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图 6 不 同 家 蛋品 种 的 县 化 率 和 转化 率 比 较 
Fig. 6 Comparsion of the hatching rate and transformation 


rate between different injected Bombyx mori strains 


育 时 期 的 特征 ,选择 合适 的 灾 光 检测 时 间 就 变 得 非 
常 重 要 。 本 文通 过 对 3 种 各 用 筛选 标记 在 家 和 在 G1 
代 不 同 发 育 时 期 或 组 织带 官 的 表达 强 弱 、 严 光 检 测 
难度 以 及 紫外 线 照射 对 家 和 看 的 影 啊 等 进行 了 比较 ， 
结果 如 表 2 所 示 。 可 以 看 出 ,以 广 谱 性 A3 局 动 子 
启动 灾 光 标记 的 转基因 看 阳性 个 体 在 蚁 看 期 (孵化 
后 1-2 d) 和 幼虫 期 \ 肾 及 蛾 期 均 能 检测 到 实 光 , 其 
中 幼虫 期 检测 时 灾 光 信号 最 强 ， 肾 期 检测 时 操作 最 
容易 ,而 在 蚁 蛋 期 检测 对 蛋 的 伤害 最 大 ;以 特异 局 
动 子 (3 xp3 眼睛 和 神经 组 织 特异 ) 启动 菊 光 标记 
的 转基因 看 阳性 个 体 在 卵 期 (产后 4-12 d) NA 
WORE 1-2 d) 、 幼 虫 期 \ 肾 (化 肾 初 期 和 后 期 ) 
及 蛾 期 均 能 检测 到 奖 光 , 但 以 卵 期 和 晴 期 检测 最 为 
容易 且 对 个 体 伤 害 最 小 , 蚁 看 期 和 幼虫 期 虽然 也 能 
够 检测 到 详 光 信号 , 但 检测 难度 和 对 个 体 的 伤害 均 
高 于 前 者 (图 7)。 通 过 比较 3 BRANI TE PAIR AR 
BB Ce Er BER dE SEES BH) 中 的 筛选 效率 , 还 可 以 看 
出 , 由 3 x p3 JH a RRI N fiii 26 CSS B] Sj DG 
A3 , ， 而 沛 育 性 品种 因 有 色 浆 液 膜 对 非 交 论 光 波 的 吸 
收 和 过 滤 作用 而 更 加 易于 往 选 (图 8)。 此 外 , 红色 
奖 光 重 日 因 具 有 很 强 的 穿 透 作用 , 更 适合 于 转基因 
A tios o 


3 讨论 


本 文通 过 对 影响 家 和 在 转基因 效率 的 多 个 关键 
素 进 行 不 同 条 件 下 的 比较 , 发 现 结果 呈 以 下 规律 : 
品种 的 孵化 率 , 转化 率 :大 造 >871 > NA» 秋 丰 > 
Z2. 波 ; 注射 时 间 : 孵化 率 < 注射 时 间 ,转化 率 < 
(1/ 注 射 时 间 )，x 表示 正比 于 ; 供 体 质粒 载 
体 :pBac > pXL-Bac Il ;辅助 质粒 载体 :pHA4PIG > 
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R2 不 同 荧光 检测 时 间 对 转基因 阳性 个 体 ( G1) 的 影响 


Table 2 Response of the transgenic silkworms to different types of fluorescence and different screening time 


B] Embryo (d) 


时 期 Perod u—— 
1-3 4 -6 7 8 -12 1 2 
A3-EGFP = = = — + 
3 x P3-EGFP 一 十 十 十 十 十 十 ++ ++ 
3 x P3-DsRed 一 +++ ++ + 十 ++ ++ 


观察 难度 Feaseabilty O O O O @@ e 
对 看 的 伤害 Harm 人 A A 


WX Æ Newly hatched (d) 


AA AAA AA 


幼虫 Hii Pupa (d) 蛾 Moth (d) 
Larva (d) 1-4 5-9 1 2 -4 

$4 + + $ 

++ - - + tH 

++ ++ = ++ ++ 

e 6 O O O e 

A A A A A^ 


- :观察 不 到 Undetectable; + :荧光 信号 很 弱 Detectable with weak signal; + + :可 观察 Detectable; + + + :荧光 信号 很 强 Detectable with strong 
signal， 〇 表示 容易 观察 Represents facile observation; 全 表示 难 观 察 Represents intractable observation; 6 @ 表 示 很 难 观察 Represents impracticable 


observation; 人 表示 几乎 没有 伤害 Represents minute harm; 全 表 示 有 一 


全 全 全 表示 数秒 内 致死 Represents lethal harm. 





y [23 
2|" 
m e 
|. 
en 5 
ajeg 
x< ^N O 

= 

E 

ES,E6 ES,E9,E10 
5 
am en epe 

m [UE - MS 
© a T 
E. 一 
à. 
x ^ 加 
e [E 

= 

za 


n 
r 
7 
LI 


啊 Represents wee harm; A 全 表示 容易 致死 Represents pestilent harm; 








图 7 feXDIEHJSCOGBRH 
Fig. 7 The fluorescent images of the transgenic silkworms 
ES - E10; 表示 胚胎 第 到 第 10 天 Representing the 5th to 10th day of embryo. L, P 和 A 分 别 表示 幼虫 、 肾 和 成 虫 ( 蛾 )。L, P, and A represent 


larva, pupa and adult ( moth) , respectively. 
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pBac[3xp3DsRed] pBac[3xp3EGFP] 
荧光 标记 Fluorescent marker 


图 8 不 同 灾 光标 记 的 转基因 乍 筛选 效率 


Fig. 8 Screening efficiency of transgenic silkworms 


pBac[A3GFP] 


by different fluorescent markers 


pHA3PIG; KIEERIL: 3 x p3DsRed >3 x p3EGFP > 
> A3EGFP, Wi AE > EmA tE HERTAN, 
££ vr i SUC A R EDS CN BI e EET T EB ELA P JL 


个 要 素 :选择 合适 的 时 期 进行 显 微 注射 , WEGE 
产 下 后 2 -3 之 间 ; 供 体质 粒 宜 选择 可 以 在 家 看 中 
发 生 转 座 的 pBac 骨架 载体 或 者 在 此 基础 上 进一步 
优化 的 载体 ;辅助 质粒 的 启动 子 宜 选 择 在 看 卵 产 下 
后 随即 开始 大 量 表 达 的 启动 子 , 如 家 看 肌 动 蛋白 
A4 启动 子 ; 选 用 容易 观察 的 标记 并 在 恰当 的 时 期 得 
选 ， 如 用 眼睛 和 神经 特异 局 动 子 (3 xp3 ) 启动 的 红 
色 奖 光 蛋 日 (DsRed ) 作为 标记 , TERR JG 8 98 4 
6 天 进行 观察 。 除 了 这 些 主 要 因素 外 , Ar 
多 、 卵 形 大 、 抗 逆 性 强 、 生 活 周 期 相对 较 短 且 容 易 解 
除 浏 育 的 二 化 性 和 蛋品 种 (如 大 造 等 ) 将 更 加 方便 胚 
胎 期 注射 和 饲养 观察 。 本 研究 结果 显示 在 上 述 最 佳 
条 件 下 , 香 品 种 大 造 注 射 后 其 平均 孵化 率 和 平均 转 
化 率 分 别 达到 62.7% 和 34.8% 。 

piggyBac 转 座 子 的 转 座 发 生 是 以 转 座 酶 首先 识 
别 其 末端 的 特征 序列 并 从 靶 位 点 切 出 为 标志 (Elick 
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et al., 1996 ; Mitra et al., 2008) , 因此 骨架 载体 中 末 
端 特征 序列 的 完整 性 可 能 会 影响 转 座 酶 的 识别 效率 
并 最 终 影 响 其 转 座 效率 ， 本 研究 分 别 以 pBac 和 
pXL-BaclII 为 骨架 载体 的 转基因 结果 也 提供 了 初步 
证 据 。 然 而 在 果 蝇 中 以 pXL-BaclII 为 骨架 载体 却 能 
够 获得 较 高 的 转化 效率 (Li et al., 20015; Li et al., 
2005 ) , 这 说 明 除 上 述 因 系 外 ,piggyBac 的 转 座 可 
能 还 受 物种 内 在 因素 (如 内 源 性 的 转 座 序列 ) 的 影 
啊 。 此 外 ， 由 于 转 座 酶 来 源 于 辅助 载体 在 早期 胚胎 
中 的 瞬时 表达 ,其 表达 时 间 和 表达 效率 均 由 启动 子 
控制 并 决定 着 转 座 事件 是 否 发 生 以 及 发 生 的 频率 。 
本 人 研究 分 别 以 家 看 肌 动 重 日 A4 和 A3 为 启动 子 的 
转基因 结果 亦 初 步 证 实 了 辅助 载体 中 不 同 启 动 子 对 
转基因 效率 存在 一 定 影响 ,暗示 选择 在 产 卵 后 即 大 
量 和 早期 表达 的 启动 子 可 能 有 助 于 提高 转基因 
效率 。 

家 看 系 典 型 的 先行 核 分 裂 发 育 , 成 虫 生殖 细胞 
来 源 于 早期 胚胎 生殖 极 内 有 限 的 原生 殖 细 胞 ， 因 
此 , 只 有 转 座 事 件 发 生 于 这 些 细 胞 中 才 可 能 产生 可 
稳定 遗传 的 转基因 看 , 这 就 决定 了 显 微 注射 操作 必 
须 在 稳定 的 生殖 极 形成 之 前 完成 。 目 前 的 报道 大 都 
选择 在 产 卵 后 3 -6 h 进行 注册 (Tatuma et al., 
2000; Ogawa et al., 2007) ， 但 我 们 的 研究 结果 显 
Zh, 尽管 转化 率 会 随 注 射 时 间 的 提前 而 升 高 ,孵化 
率 却 会 相应 的 降低 , 而 选择 在 产 卵 后 2 -3 h 进行 注 
射 可 获得 较为 理想 的 孵化 率 和 转化 率 。 此 外 , 即便 
严格 控制 在 同一 时 间 段 内 注射 , 不 同 看 品种 间 的 转 
化 效率 也 有 较 大 差异 , 推测 其 可 能 与 不 同 看 品种 ， 
尤其 是 浪 育 和 非 浪 育 性 品种 之 间 ( 如 大 造 和 NA ) 早 
期 胚胎 发 育 特 性 的 差异 有 关 ， 从 而 造成 不 同 看 品种 
间 发 生 最 佳 有 效 转 座 事 件 的 时 间 有 所 不 同 , 并 表现 
在 转化 效率 上 的 显著 差异 。 

在 目前 的 家 看 转基因 研究 中 ,大 都 以 增强 型 绿 
KIGE F1 (EGFP) 和 DsRed 作为 阳性 个 体 的 第 选 
标记 。 由 于 灾 光 重 日 的 表达 受 其 局 动 子 的 启动 能 
力 \、 插 入 片段 在 宿主 基因 组 中 的 位 置 和 拷贝 数 、 箱 主 
的 密码 子 偏 性 等 因素 的 有 影响 ,从 而 影响 者 转基因 看 
的 筛选 效率 。 从 本 研究 结果 来 看 , 选择 以 眼睛 和 神 
经 特异 启动 子 (3 x p3) 启动 具 有 更 长 激发 波长 的 
DsRed 标记 的 往 选 效果 较为 理想 。 但 由 于 很 难 避 人 免 
乌 选 过 程 中 紫外 线 对 家 看 胚胎 的 伤害 , 因此， 如 能 
选择 在 豚 胎 早 期 便 可 肉眼 观察 的 表 型 突变 基因 来 蔡 
ARRIERE A, A E R a E g A i E R AN 
效率 。 


迄今 为 止 , 研究 人 员 已 经 在 果 蝇 、 伊 蚊 、 蜜 蜂 等 
20 余 种 昆虫 中 建立 了 基于 piggyBac 的 转基因 技术 
(Xu et al., 2006) 。 但 是 ， 有关 piggyBac 的 转 座机 
理 比较 复杂 , 目前 不 清楚 的 地 方 甚 多 , 所 以 转基因 
具体 技术 体系 的 建立 成 为 研究 中 的 重点 。 报 道 比较 
多 的 蝇 、 蚊 、 蜂 等 昆虫 多 属于 多 化 性 ,其 卵 训 也 较 和 柔 
软 , 因此 总 体 上 讲 建 立 转基因 技术 较为 容易 。 相 对 
而 言 , 家 看 既 有 多 化 性 也 有 一 化 、 二 化 性 ， 卵 党 坚 
RH. 以 及 其 发 育 变 态 、 免 疫 抗 性 、 遗 传 特性 等 方面 在 
鲜 翅 目 昆虫 中 更 具 代 表 性 和 复杂 性 。 就 转基因 技术 
层面 上 讲 ， 高 效 的 家 和 看 转基因 涉及 多 个 环节 , 影响 
其 转基因 效率 的 因素 也 很 多 , 本 文 所 探讨 的 诸多 重 
要 因素 , 将 为 建立 高 效 的 遗传 转化 体系 提供 帮助 。 
随 着 稳定 高 效 的 家 看 转基因 技术 的 建立 , 不 仅 可 以 
为 家 看 功能 基因 研究 、 品 种 分 子 改良 和 家 看 生物 反 
应 带 的 开发 莫 定 基础 , 也 将 为 其 他 昆虫 特别 是 鳞 却 
目 昆 虫 转基因 技术 的 建立 提供 有 用 借鉴 和 参考 。 
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